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产物进行形貌观察与成分分析。【结果】从 2 个硫化物样品中，共获得了 139 个铁还原培养
物，它们均能将培养基中 FeOOH (Fe3+ 90 mmol/L)转化为矿化产物。电镜下可见明显的晶体
形态，以立方体形晶体为主，边长范围 5.0–20.0 nm；EDS 分析表明，所有矿物晶体的主要
元素为铁和氧，推测是由菱铁矿和磁铁矿组成的混合矿物。矿物晶体形成的时间差异较大，
从 3 d 到 54 d 不等，多数培养物可在 11 d 到 20 d 内形成晶体。微生物多样性表明，培养物
中优势菌主要为厚壁菌门 (Firmicutes)和广古菌门 (Euryarchaeota)，包括一氧化碳胞菌








等一起参与蚀变矿物后，流体 pH 值降低，随着其温度升高，Cu、Pb、Zn、Fe 成矿元素被
大量溶解，含矿热液上升到海底表面后，受到低温海水冷却，其中的成矿元素则形成硫化物
矿物沉淀下来，不断积累形成硫化物矿区。全球洋中脊已发现 640 多个热液区。我国近年来









1 号热液区[1]，位于 Cardno-Saint Helena 洋脊裂谷中新生火山洋脊顶部的不连续洼陷内，区
内存在大量活动的硫化物烟囱体，主要矿物为黄铁矿-白铁矿-闪锌矿，其成矿流体中金属元
素主要以 Fe、Zn 为主[2]。 
热液区铁还原菌的研究，对于阐明深海硫化物中铁元素循环以及生物成矿过程与具有重













参与的成矿过程，本文以 FeOOH 作为电子受体，通过富集培养 SMAR 热液区的异化铁还原
菌。通过长时间富集，获得了大量高温厌氧铁还原培养物，初步分析了富集菌群中的微生物
多样性与铁还原矿化产物，为深入研究热液区 DIRM 代谢机制与环境作用打下了基础。 
1 材料和方法 
1.1 多金属硫化物样品采集 
2011 年 4 月，“大洋一号”调查船于南大西洋中脊德音 1 号热液区[1]开展热液区综合调查
期间(中国大洋航次第 DY22 航次第Ⅳ航段)，通过电视抓斗取得了活动的热液烟囱壁样品(图
1，表 1)。采样装置是相对开放的，在回收过程中存在水体交换。现场采样后分装于无菌厌




表 1 SMAR 德音热液区硫化物样品信息 
Table 1 Sample information of polymetallic sulfides from SMAR 
Station name Longitude/W Latitude/S Depth/m 
DY22Ⅳ-S003-TVG03 13.3564 15.1656 2875 
DY22Ⅳ-S008-TVG06 13.3556 15.1661 2737 
1.2 培养基的配方及配制方法 
采用了 Fe-Ac 培养基[6]和 Fe-Gly 培养基，其电子供体分别为乙酸和甘油，电子受体均
为 FeOOH。所采用的 FeOOH 为 FeCl3 经 NaOH 滴定至 pH 9.0 获得，滴定形成的胶体被超
纯水洗涤后，配成 450 mmol/L (以 FeCl3 计)水悬液置于常温备用。Fe-Gly 培养基是在 Fe-Ac
培养基的基础上改造，将其中的乙酸替换为甘油(3.00 mL/L)。 
图 1 德音 1 号热液区位置图[1]  












2%–5%，对于放置较久的培养物提高到 10% 。第 1 次转接 Fe-Ac 培养物 25 d，Fe-Gly 培养
物 22 d；第 2 次转接时间 Fe-Ac 培养物 44 d，Fe-Gly 培养物 20 d。从第 3 次转接开始，培
养基中按正常剂量添加 L-半胱氨酸 (L-Cys)以保持严格厌氧，添加蒽醌-2,6-二磺酸钠
(anthraquinone-2,6-disulfonic disodium salt，AQDS)作为电子穿梭体。 
1.4 培养物中细菌、古菌多样性的初步鉴定 
采用 PowerSoil®试剂盒(美国 MO BIO 公司，Cat# 12888-50)提取铁还原培养物的 DNA。
分别用细菌 16S rRNA 特异性引物  [27F (5′-AgAgTTTgATCCTggCTCAg-3′)， 1492R 
(5′-ACggCTACCTTgTTACgACT-3′)] 和 古 菌 16S rRNA 特 异 性 引 物 [Arch21F 
(5′-TTCCggTTgATCCYgCCggA-3′)，Arch958R (5′-YCCggCgTTgAMTCCAATT-3′)]两对引物
扩增 16S rRNA 基因(Y 为 C 或 T，M 为 A 或 C)。PCR 产物送上海美吉生物医药科技有限公
司进行基因测序，结果在 EzBioCloud 数据库[12]序列比对。 
1.5 培养物中 Fe2+的含量分析 
采用菲洛嗪(Ferrozine)法[13]测定受试样品中的二价铁含量。该方法以 Ferrozine-HEPES
溶液(配方为 Ferrozine 1 g/L；HEPES，50 mmol/L；pH 7.0。以下简称“菲洛嗪溶液”)为显色
剂，以六水合硫酸亚铁铵([NH4]2Fe[SO4]2ˑ6H2O)的稀盐酸(0.5 mol/L，以下简称“盐酸溶液”)
溶液为标准溶液。测定时，取 0.1 mL 受试溶液，加入到 5.0 mL 盐酸溶液中，振荡混匀后静
置 20 min，取上清液 0.1 mL 加入到 5.0 mL 菲洛嗪溶液中，振荡 15 s，静置 30 min，显色完
全后测定其 OD562。根据标准溶液制作的标准曲线，测算受试溶液中 Fe2+浓度。 







1.6.1 SEM 和 EDS 分析：取铁还原培养物 4000 r/min (1717g)离心 10 min，收集沉淀存 4 ℃
备用。制备电镜样品时取少量沉淀分散到无菌水滴中形成悬液，再取 5 μL 样品悬液，分散
到 200 μL 乙醇溶液(75%，V/V)，转移到 0.22 μm 硝酸纤维素滤膜上，过夜干燥。采用在离
子溅射仪(日本电子 JFC-1600 型)喷镀铂金属薄膜(50–300 Å)。采用 ZEISS 公司 SIGMA 500
型 SEM 观察。 
1.6.2 TEM 和 SAED 分析：采用 4000 r/min (1717g)离心 10 min，取沉淀用等体积超纯水洗
涤 1 次，存 4 ℃备用。制备电镜样品时取少量沉淀分散到无菌水滴中形成悬液，再取 5 μL
样品悬液，分散到 200 μL 乙醇溶液(75%，V/V)，超声 2 次使之均质化，吸取 20 μL 左右稀
释的样品悬液，在封口膜/保鲜膜上形成一个水滴。取铜网使其正面朝向悬液液滴，吸附片





Fe-Ac 培养物与 Fe-Gly 培养物采用了乙酸和甘油作为不同的电子供体，经过 60 ℃厌氧
富集培养，共获得了 139 个高温异化铁还原培养物。通过肉眼观察培养液颜色变化，判断铁
还原程度，记录 FeOOH 棕色消退、培养液变黑所需的最短时间。 
统计发现，这些培养物将培养基中 FeOOH 完全还原(变成深黑色)所需的最短时间从
3–54 d 不等，主要集中在 11–20 d [占 44%，(61/139)，表 2]。 
表 2 不同培养物形成矿化产物所需的最短时间 















≤10 11 4 7 10 0 10 
11 – 20 41 22 19 20 1 19 
21 – 30 6 4 2 9 8 1 
31 – 40 15 10 5 1 1 0 
41 – 50 19 14 5 0 0 0 
51 – 54 0 0 0 7 7 0 
≥55 0 0 0 0 0 0 
Total 92 54 38 47 17 30 
 
 
1: Sum of total cultures from DY22Ⅳ-S003-TVG03; 2: Sum of Fe-Ac cultures from DY22Ⅳ-S003-TVG03; 3: 
Sum of Fe-Gly cultures from DY22Ⅳ-S003-TVG03; 4: Sum of total cultures from DY22Ⅳ-S008-TVG06; 5: 
Sum of Fe-Ac cultures from DY22Ⅳ-S008-TVG06; 6: Sum of Fe-Gly cultures from DY22Ⅳ-S008-TVG06. 
有的铁还原培养物难以继代培养，转接不稳定。同一批次转接的培养物，完成铁还原所
需的时间差异较大。目前能够超过 10 次转接仍能存活的培养物共有 13 个(表 3)。多数培养
物在转接若干次后则不能继续传代，这可能由于培养条件与原位的差异造成的。 
表 3 转接次数超过 10 次的铁还原培养物 
Table 3 Iron-reducing cultures with more than 10 of transfer times 
Culture No. 
Mineral formation time 
/d 
Strain age before cryopreserved 
/d 
Times of transfer  
224T3A12-1 11 11 11 
224T3A13-3 14 36 10 
224T3A14-1 16 21 10 
224T3A14-2 17 58 10 
224T3A14-3 10 14 11 
224T3A2-1 20 21 11 
224T3A4-2 9 34 10 
224T3A5 4 4 14 
224T3GL2 4 4 12 
224T3GL4-2 7 7，56 12 
224T6GL2-2B 5 5,6,7,8,28,51 14 
224T6GL2-2BP 5 5,9 14 
224T6GL4-2 5 25 10 
2.2 DIRM 培养物的微生物组成分析 
对能够长期培养的铁还原培养物中的微生物多样性开展了初步鉴定。由于富集物 DNA
提取困难，仅完成 4 个富集物的 16S rRNA 基因测序分析的培养物。扩增获得细菌 PCR 产
物长 1500 bp，古菌 PCR 产物长 939 bp。经与 EzBioCloud 数据库[12]序列比对，发现 224T3A5
中包含细菌和古菌两种微生物，细菌与梭菌纲ⅩⅥ类群的 Carboxydocella manganica SLM 
61T (NCBI No. GU584133) 相似性为 89.95%，古菌与Geoglobus acetivorans SBH6T (NCBI No. 
CP009552)相似性为 99.57%；224T3GL2 与模式菌株 Carboxydocella manganica SLM 61T 
(NCBI No. GU584133)相似性为 90.74%；224T3GL4-2 与模式菌株梭菌纲消化球菌科的
Desulfotomaculum thermocisternum ST90T (NCBI No. U33455) 相似性为 89.01%；224T6GL2-2







表 4 基于 16S rRNA 基因相似度的铁还原培养物微生物多样性分析 
Table 4 Microbial diversity analysis of iron reduction cultures based on 16S rRNA gene similarity 
Culture No. Sequence No. Most related type strains NCBI No. Similarity/% 
224T3A5 224T3A5 Carboxydocella manganica SLM 61T GU584133 89.95 
224T3A5 224T3A5(A) Geoglobus acetivorans SBH6(T)T CP009552 99.57 
224T3GL2 224T3GL2 Carboxydocella manganica SLM 61T GU584133 90.74 
224T3GL4-2 224T3GL4-2 Desulfotomaculum thermocisternum ST90T U33455 89.01 
224T6GL2-2 224T6GL2-2B Anoxybacter fermentans DY22613T KC794015 99.52 
2.3 DIRM 培养物 Fe2+含量分析 
对其中 FeOOH 全部被转变为深黑色的培养物开展 Fe2+含量分析，结果表明各培养物矿
化产物(沉淀)和上清中 Fe2+含量较对照均有上升，在沉淀中 Fe2+含量增高更明显。Fe2+主要
分布于矿化产物中，各培养物上清中 Fe2+总量仅为矿化产物中的 2%–14% 。Fe2+含量最高
的矿化产物为 224T6GL7-3 (1620 mmol/kg)，最低的为 224T6AL (618 mmol/kg)。Fe-Gly 矿化
产物 Fe2+含量普遍较 Fe-Ac 更高(表 5)。 
表 5 各 DIRM 培养物中 Fe2+含量分析 


















198.56 0 0.17 0 23.83 1.58 0.07 
Fe-Gly Control 
(Blank medium) 
386.05 0 0.20 0 46.33 1.73 0.04 
224T3A5 1043.28 2.94 0.17 0 93.90 1.62 0.02 
224T6A6 964.62 3.45 0.20 0.19 106.11 2.17 0.02 
224T6AL 618.30 1.34 0.74 3.51 55.65 7.96 0.14 
224T3GL2 1468.25 4.62 1.74 7.82 132.14 18.79 0.14 
224T3GL4-2 932.52 2.97 0.26 0.33 93.25 2.83 0.03 
224T6GL7-3 1620.03 5.20 1.61 7.17 145.80 17.71 0.12 
1: Fe2+ content in precipitate (mmol/kg); 2: Increasing multiple of Fe2+ content in precipitation; 3: Fe2+ content in 
supernatant (mmol/L); 4: Increasing multiple of Fe2+ content in supernatant; 5: Total Fe2+ in precipitate (μmol); 6: 
Total Fe2+ in supernatant (μmol); 7: Ratio of total Fe2+ in supernatant and precipitation. 
 
 
2.4 DIRM 培养物矿化产物的分析 
8 个受试样品中，2 个分别是 Fe-Ac 空白培养基和 Fe-Gly 空白培养基，3 个 Fe-Ac 系列
矿化产物分别来自富集物 224T3A5、224T6A6 和 224T6AL，3 个 Fe-Gly 系列矿化产物分别
来自富集物 224T3GL2、224T3GL4-2 和 224T6GL7-3。在 SEM 下，受试各矿化产物主要形
态为球形或块状突起。在 TEM 下，各样品均可见规则形态，与不接种的空白培养基对照存
在明显差异。由于 FeOOH 本身即有微弱的结晶态存在，因此空白对照也呈现一定的晶体特
征。经微生物作用后，存在梭形晶体的 FeOOH 逐渐转化为以立方体形为主的矿化产物(图 2，
图 3)。 
受试的 3 个 Fe-Ac 样品中，224T3A5 矿化产物形成的最快(4 d)，其矿化产物可见梭形与
立方体两种形态的晶体混合在一起，以梭形形态的数量较多，结晶度较高。224T6A6 矿化
产物的晶体形态最好，几乎全部是立方体形的晶体，颗粒尺寸最大(边长范围 17.5–20.0 nm)
且结晶度高(可见大量清晰的衍射斑点)，其铁氧比较对照明显升高(Fe/O 为 1.39)(图 2，C1 – 
C2)。224T6AL 结晶度高，然而晶体棱角并不明显，不同晶体表面晶格条纹方向也有所不同
(图 2，D1 – D2)。各矿化产物简要情况见表 6。 
表 6 各 Fe-Ac 培养基富集物的矿化产物晶体参数统计 















































































Rod, a few 
 
Diameter 3.0 – 4.0, 
Length 10.0 – 18.0 
Diameter 3.5 – 4.0, 
Length 12.5 – 26.0 
Side Length 8.75 
Side Length 17.5 – 20.0 
 
Diameter 2.5 – 5.0, 
Length 37.5 – 100.0 
Side Length 5.0 – 7.0 
 
Diameter 2.5 – 5.3 














Parallel to the long axis 
 
Always parallel to the long axis 
 
At an angle of 45° to the side 
Parallel to or at an angle of 45° 
to the side 
Not observed 
 
Parallel to or at an angle of 45° 
or about 80° 
Not observed 
 
1: Time required for mineral formation (d); 2: Crystallinity; 3: Fe/O ratio; 4: Shapes of crystal particles; 5: Diameter/Length/Side 











图 2 Fe-Ac 系列矿化产物的透射电镜、选区电子衍射和能谱仪分析 
Figure 2 TEM, SAED and EDS analysis of Fe-Ac series mineralized products. A1: TEM CK of Fe-Ac samples, blank 
medium; A2: SAED CK of Fe-Ac samples, blank medium; A3, EDS CK of Fe-Ac samples, blank medium; B1: TEM of 
224T3A5; B2: SAED of 224T3A5; B3, EDS of 224T3A5; C1: TEM of 224T6A6; C2: SAED of 224T6A6; C3, EDS of 























表 7 各 Fe-Gly 培养基富集物的矿化产物晶体参数统计 

























































































































Parallel to the long axis 
 
Parallel to or at an angle 
of 45° to the side 
Not observed 
 
Parallel to or at an angle 




Parallel to or at an angle 
of 80° to the side 
Not observed 
 
1: Time required for mineral formation (d); 2: Crystallinity; 3: Fe/O ratio; 4: Shapes of crystal particles; 5: 





对 Fe-Ac 系列和 Fe-Gly 系列的矿化产物的 TEM 分析结果表明，当采用乙酸作为电子供
体时，矿化产物主要呈现立方体形晶体(边长范围 5.0–20.0 nm)，少数呈现梭形(直径 3.5–4.0 
nm，长 12.5–26.0 nm)(图 2)；当甘油作为电子供体时，矿化产物几乎全部是立方体形晶体(边
长范围 6.0–45.0 nm)，仅有一个样品呈现梭形为主的形态(3.3–4.7 nm，长 14.7–33.0 nm)(图
3)。可见，矿化产物在颗粒形状、晶面间距和电子衍射图案等特征方面，与对照显著不同。
这表明 FeOOH 经过微生物作用后确实生成了新的矿物。EDS 分析表明各样品的主要元素均
图 3 Fe-Gly 系列矿化产物的透射电镜、选区电子衍射和能谱仪分析 
Figure 3 TEM, SAED and EDS analysis of Fe-Gly series mineralized products. A1: TEM CK of Fe-Gly 
samples, blank medium; A2: SAED CK of Fe-Gly samples, blank medium; A3: EDS CK of Fe-Gly samples, 
blank medium; B1: TEM of 224T3GL2; B2: SAED of 224T3GL2; B3: EDS of 224T3GL2; C1: TEM of 
224T3GL4-2; C2: SAED of 224T3GL4-2; C3: EDS of 224T3GL4-2; D1: TEM of 224T6GL7-3; D2: SAED 



























液区发现了梭菌目的 DIRM 新物种 [3]，例如嗜热异化铁还原菌 Caloranaerobacter 
ferrireducens，它能以多种有机物为电子供体将铁氧化合物还原成磁铁矿[18]。为进一步认识
该类微生物在大洋深海环境中的分布与环境作用，本研究从南大西洋热液区开展了铁还原菌






化为蓝铁矿[23]。此外，考虑到深海热液区来源 DIRM 铁还原速率(2–3 μmol/h)远远高于其淡
水沉积物成员(0.17 μmol/h)[18,24–26]，它们在热液环境下对矿物形成的作用不容忽视。本研究
中 DIRM 将 FeOOH 矿化为纳米级晶体颗粒。这些颗粒在热液区中可能成为矿物形成所需的
母核，与地质作用共同促进矿物形成。磁铁矿的生物矿化则对环境铁循环、沉积物磁化，进
而对地质记录以及对微生物化石作为生物标记的应用等方面都有重要影响[27]。 
同种 Fe-Ac 培养物形成的矿化产物晶体大小比较均一，而同种 Fe-Gly 的则均一性很差
(6.0–23.0 nm)，两类矿化产物的晶面间距差别不大，均为 0.25 nm 左右。推测 Fe-Ac 和 Fe-Gly
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Dissimilatory iron reducing microorganisms in South Mid-Atlantic Ridge 
hydrothermal fields and their mineralized products 
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Abstract: [Objective] To obtain the dissimilatory iron reducing microorganisms 
(DIRM) from deep sea hydrothermal fields, analyze their mineralization ability and 
mineralization products, to further understand their role in iron biogeochemical cycle. 
[Methods] We enriched and cultivated DIRM from polymetallic sulfides of South 
Mid-Atlantic Ridge hydrothermal fields with FeOOH as an electron acceptor, and 
acetic acid etc. as electron donor under the constant 60℃ temperature anaerobic 
condition. The morphology observation and elemental composition analysis on 
mineralized products were carried out by scanning electron microscope, transmission 
electron microscope, selected area electron diffraction and Energy Dispersive 
Spectrometer. [Results] We obtained a total of 139 iron reducing microbial cultures 
from 2 polymetallic sulfides. All of them could transform FeOOH (Fe3+ 90 mmol/L) 
into mineralized iron products with obvious crystal structure, mainly in cubic shape 
with side length ranged from 5.0 nm to 20.0 nm. According to Energy Dispersive 
Spectrometer analysis, the elements of all mineral crystals were iron and oxygen, 
presumably a mixed mineral composed crystal of siderite and magnetite. The time of 
formation of mineral crystals varies from 3 to 54 d, and most cultures can form 
crystals within 11to 20 d. Microbial diversity indicated that the dominant 
microorganisms in the culture were mainly Firmicutes and Euryarchaeota, including 
Carboxydocella and Desulfotomaculum, a new species (16S rRNA Homology 89% - 
91%) and Geoglobus. [Conclusion] At 60℃, bacteria and archaea in hydrothermal 
fields could transform ferric iron to mixed iron oxides mineral with the simple organic 
compounds as electron donor. These results supported the potential of microorganisms 
to participate in the biogeochemical cycle and mineralization. However, it requires 
extensive research work to verify their roles in situ. 
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